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[背景・目的]
近年，がん治療における Drugdelivery system (DDS) の研究開発が急速に進められている.抗が
ん剤内包 DDS 製剤は，ドラッグキャリアの分子構造や内包抗がん剤の種類や量などによって，粒径
や表面電荷，分子量，構造安定性などが変化し，構造上の僅かな改変によっても生体内での動態が
大きく異なる可能性がある.抗がん剤内包 DDS 製剤が標的細胞に及ぼす影響をリアルタイムに観察
することができれば，その性能を詳細に評価することができる.微小管は，細胞内で重合と脱重合
を繰り返す動的特性を示し，パクリタキセルは微小管のチュプリンに結合して脱重合を抑制するこ
とで、微小管を安定化し，微小管機能を停止させて細胞を死に至らせる. End-binding protein 1 (EBl) 
は，微小管プラス端集積因子 (plus-ends-tracking proteins〆rIPs) の一つであり Green
fluorescent protein (GFP) を結合することで細胞内でその動態を可視化することができ， GFP 結合
EBl 集積部の移動速度は微小管伸長速度とみなすことができる.そこで，抗がん剤内包 DDS 製剤
の標的細胞における抗腫療効果を微小管伸長速度の変化で、検知する新たな評価法について，その方
法論と有用性について検討を行う.
[方法]
パクリタキセル内包高分子ミセルと非内包高分子ミセルを作製した.また， GFP 結合 EBl 発現
ヒト乳がん細胞株を作製した.非内包高分子ミセル，パクリタキセル内包高分子ミセル，パクリタ
キセル単剤の 3 条件で， GFP 結合 EBl 発現ヒト乳がん細胞の細胞増殖抑制試験を行い，共焦点レ
ーザー顕微鏡を用いて GFP 結合 EBl 集積部移動速度(微小管伸長速度)の計測を行った.また，
担がんマウスの腫虜組織内における GFP 結合 EBl 集積部の観察を行った.
[結果]
細胞増殖抑制は，非内包高分子ミセル， 10nM パクリタキセル内包高分子ミセル， 10nM パクリ
タキセル単剤の 3 条件で有意差を認めた . In vitro において微小管伸長速度の計測が可能で、あり，
微小管伸長速度は， 48 時間にわたって，非内包高分子ミセル>10 nMパクリタキセノレ内包高分子ミ
セル>10 nMパクリタキセル単剤で、あった.また，担がんマウスの腫場組織内においても EBl ・GFP
集積部の動態観察が可能で、あった.
[考察]
In 日'lro において，パクリタキセル内包高分子ミセルは細胞にエンドサイトーシスされた後に内包
パクリタキセルを放出するため，同濃度のパクリタキセル単剤と比べて抗腫療効果発現は小さく，
それが微小管伸長速度の相異に反映していると考えられた.本法により，生細胞と死細胞の区別は
もとより，生細胞においてパクリタキセルが標的細胞に及ぼしている量的効果を微小管伸長速度で
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評価できることが示唆された.本法は，任意の抗がん剤内包 DDS 製剤と癌腫について細胞レベルで
リアルタイムに抗腫療効果の評価をできる可能性があり，応用範囲は広く，今後 ln V1VO へ応用する
意義は大きいと考えられる.
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がん治療において化学療法は集学的治療の一つを担う主要な治療法である.がん分野の新薬開発は，従来型
の抗がん剤のみならず，近年では細胞の増殖や浸潤，転移に関わる分子を標的とした分子標的薬や，抗がん剤
を標的細胞へ送り届ける drugdelivery system (DDS) を応用した製剤など、多岐に渡っている.非臨床試験に
おける薬物の抗腫療効果は， in vitro での細胞増殖抑制効果や ln V1VO での腫虜退縮効果などが重要な指標で
あるが，薬物が標的細胞へ及ぼした影響を細胞レベルでリアルタイムに評価する方法は確立されていない.創
薬研究，とりわけ DDS 製剤の開発にあたって，薬物の構造上の変化によって引き起こされる抗腫療効果の僅
かな相異を比較検討する意義は大きい.
本研究では，微小管作用薬が微小管の重合や脱重合を阻害することで微小管の伸長と短縮のダイナミクスを
停止させることに注目し，微小管伸長速度を抗腫蕩効果の指標とする方法について検証を行った.微小管伸長
速度を計測するために greenfluorescent protein (GFP) 結合 end-bindingprotein 1 (EBl) 発現 KPL-4 細胞
株を作製し，微小管の伸長端のみを可視化することでその移動速度を微小管伸長速度する手法を考案した.パ
クリタキセノレ内包高分子ミセル，非内包高分子ミセノレを作製し，パクリタキセノレ単剤とともに微小管伸長速度
変化の比較を行った.また m げVOへ応用するための技術的検討を行った.
その結果 m げtro において微小管伸長速度を計測することに成功し，パクリタキセノレ内包高分子ミセル，
非内包高分子ミセル，パクリタキセル単剤の各条件で微小管伸長速度が異なり，細胞に取り込まれたパクリタ
キセル量が多いほど微小管伸長速度が低下することを示した.また，マウス体内での腫蕩作成に工夫を凝らし，
心肺運動による変位を極力抑えながら腫虜細胞内で GFP 結合 EBl の動態を捉えることにも成功し， in vivo 
において細胞レベルで、抗腫療効果を評価するための基礎技術を築いた.本手法を応用することで，多様な細胞
株と抗がん剤についても抗腫療効果の評価が可能で，これまでの方法では得ることが困難であった抗腫蕩効果
に関する詳細なデータを取得することができる点で，創薬研究における貢献は大きいといえる.
本研究は，細胞内の EBl の動態から微小管伸長速度を計測し，それを細胞活性の指標として抗がん剤の抗
腫療効果を詳細に評価するという独創的で新規性の高い研究成果が評価され，十分に学位に値するものと考え
られる.
よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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